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Zplsob inaktivace patogennich prionii podle vyndlezu
zahruje odetfeni substratu alespon jednim fotosenzitizatorem
za soucasného plsobeni svétla a diatomického kysliku. Ve
vyhodném provedeni vynilezu fotosenzitizator tvofi alespoft
jedna latka ze skupiny derivanl fenothiazinu, porfyrint.
chloring, aminolevulové kyseliny, fenazini, cyanini,
ftalocyanind, naftalocyaninG. Reaktivni formy kysliku
vznikajici interake! fotoscnzitizdtoru se svétlem jsou
generovany bezprostfedné na fotosenzitizatorem vybarveném
prionu a maji moznost na néj uéinné pdsobit. Je vyhodné, 7e
fotosenzitizator je tvofen latkou ze skupiny flalocyanind,
pFiemZ zikladni strukturu fotosenzitizatory tvoi sulfo
skupiny nebo karboxy skupiny, nebo sulfamidick é skupiny na
ftalocyaninovém (porfyrinovém) skeletu, protoZe tyto skupiny
za)iStuji interakei s patogennimi priony. Zplsob a
fotosenzititor podle vynalezu tze s vihodou pouZtpro
inaktivaci patogennich priond na organickych nebo
anorganickych substratech. v jakémkoli prostfedi. a také ve
formé dezinfekéniho prostiedku ve zdravotnickych a jinych
vaf{zenich.
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Zpisob inaktivace patogennich prioni, fotosenzitizitor pro inaktivaci patogennich

prioni a pouZiti fotosenzitizatoru pro inaktivaci patogennich prioni

Oblast techniky

Vynalez se tykd zphsobu inaktivace patogennich priond, dale se tyka latek, tzv.

fotosenzitizator a dale pouZiti t&chto fotosenzitizatord pro inaktivaci patogennich priont.

Dosavadni stav techniky

Prion, oznacovany jako infckéni bilkovina, je ndzev pro vadnou formu takzvané nepatogenni
buné¢né prionové bilkoviny, kterd se b&zné vyskytuje v mnoha typech bunék savei,
pfedeviim v neuroncch. Infekéni, vadna forma prionové bilkoviny ma, na rozdil od
nepatogenni prionové bilkoviny, odlisné prostorové uspotadani molekuly. Disledkem této
konformadni zmény je schopnost navazovat se¢ na zdravou formu prionové bilkoviny a
konvertovat ji na jeji vadnou, patogenni formu. Hromadéni téchto priont v nervové tkani ve
svém duisledku vede ke vzniku smrtelnych neurogenerativnich onemocnéni saveld, tzv.
prionovych chorob. Dal3im diisledkem konformaéni zmény nepatogenni prionové bilkoviny
na jeji patogenni formu je mimofadna odolnost priond vi¢i béznym desinfekénim
prostiedktim a riznym fyzikalnim vliviim, jako jsou vysoké teploty a tlak. Na zakladé dosud
znamych poznatk( lze priony spolehlivé likvidovat pouze v alkalickém vodném prostiedi za
vysoké teploty a tlaku. Podminky. pfi kterych jsou bé&Zné provadény sterilizace chirurgickych
nastroju a zdravotniho materialu ke spolehlivé likvidaci patogennich prioni nestaéi. Uvedené
skute¢nosti dokumentuji zavazny zdravotnicky a soucasné 1 pravni problém, spocivajici
v obtizné realizovatelné sterilizaci chirurgickych nastroji € jiného zdravotnického materialu,
které mohou byt potencialné kontaminovany patogennimi priony a ty mohou byt nasledné
transportovany do jinak zdravého lidského organizmu bud’ krevni cestou chirurgickymi
nastroji, ¢i neinvazivni cestou napf. pies sliznice jinym zdravotnickym materialem apod. a byt

tak pEi¢inou smrtelného onemocnéni. Proto jsou nyni ve svété intensivné hledany mozZnosti

jak ué¢inné prevence. tak terapie téchto chorob.

V soucasné dob& je vyuzivan proces fotodynamické inaktivace mikroorganismu, nebo

nadorovych bunek. Uéinek fotoinaktivace je zavisly jednak na fotosenzitivni latce, dale na
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svétle vhodné vinové délky a pfitomnosti diatomického kysliku. Je zniama cecla fada
fotoaktivnich substanci prirodnich nebo syntetickych, které zpasobuji fotoinaktivaci uréitych

mikroorganismi. Mezi tyto substance se fadi obvykle aromatické slouceniny, ¢asto znamé

jako barviva — derivaty fenothiazinu, porfiriny, chloriny, aminolevulova kyselina, fenaziny,

cyaniny, ftalocyaniny, naftalocyaniny.  Tyto latky jsou pouzivany k fotodynamické
inaktivavaci grampozitivnich a gramnegativnich bakterii jako hlavnich cilovych
mikroorganismd. Jejich U¢inek je mimo jiné podminén i vhodnou molekulovou strukturou

dancho fotosenzitizatoru, ktera umoziiuje jeho potfebnou fixaci na pfisludnou bakterii.

Vhodnymi fotosenzitizatory pro uvedenou fotodynamickou metodu mohou naptiklad byt
vodorozpustné ftalocyaninové derivaty, popisované v americkém patentu US 4,318.883.
Tento dokument popisuje obecné zplisob boje proti mikroorganismim v nebo na organickych
nebo anorganickych substratech a zpisob ochrany téchto substrati proti napadeni
mikroorganismy slouceninami ftalocyanini rozpustnymi ve vod¢, za pfitomnosti kysliku a

vody a pfi soutasném ozafovéani viditelnym a/nebo infra¢ervenym svétlem.

Ukolem vynalezu je vytvofeni takového zpiisobu inaktivace patogennich prionQ, ktery by
odstrafioval nevyhody dosud zndmych postupt jejich likvidace v alkalickém prostfedi za

vysoké teploty a tlaku a umoznoval by likvidaci prionil v podstaté v neutralnim prostiedi pii

bézné teplote.

Podstata vynalezu

Tento ukol je vyfeSen vyuzitim zpasobu inaktivace patogennich priondl, fotosenzitizatorem
pro inaktivaci patogennich priond a pouZitim fotosenzitizatoru pro inaktivaci patogennich

priont podle tohoto vynalezu.

Podstata vynalezu spociva v tom, ze zpusob inaktivace patogennich priond zahrnuje oSetfeni
substratu alesponi jednim fotosenzitizatorem za soucasného plsobeni svétla a diatomického
kysliku. Fotosenzitizator je funkclonalni barvivo se schopnosti produkovat reaktivni formy
kysliku. zejména singletni kyslik, interakei se svétlem a diatomickym kyslikem. Vysoce
reaktivni formy kysliku jsou generované pii bézné teploté a tlaku interakci vhodného

fotosenzitizatoru, diatomického kysliku a svétla. Reeni podie vynalezu lze tedy snadno
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pouzit v jakémkoli prostfedi, protoze nedochazi k zadnym neZadoucim vedlej$im G¢inkam.
Tyto reaktivni formy kysliku jsou schopny kvantitativné likvidovat patogenni priony i na
zdravotnickém materidlu, pfistrojich apod., takZe je mozné zplsob podle vynalezu vyuziti ve

tormé dezinfekéniho prostfedku ve zdravotnickych a jinych zatizenich.

Ve vyhodném provedeni vynalezu fotosenzitizator tvoii alespori jedna latka ze skupiny
dertvati fenothiazinu, porfyrind, chiorint, amineclevulové kyseliny, fenazin, cyanind,
ftalocyanind, naftalocyaninl. Zakladni ptedpoklad pro fotodynamickou inaktivaci priont je
ten, ze fotosenzitizator musi byt substantivni k patogennimu prionu a musi jej v podstaté
vybarvovat. Reaktivni formy kysliku vznikajici interakei ftalocyaninového fotosenzitizatoru
se svétlem jsou generovany bezprostfedné na folosenzitizitorem vybarveném prionu a maji

moZznost na néj ucinné pisobit.

Je vyhodné, Ze fotosenzitizdtor je tvofen latkou ze skupiny ftalocyanint, pfi¢emz zakladni
strukturu fotosenzitizatoru tvofi sulfo skupiny nebo karboxy skupiny, nebo sulfamidické
skupiny na ftalocyaninovém (porfyrinovém) skeletu, protoze tyto skupiny zajidt'uji interakci
s patogennimi priony. Fotosenzitizator 1z¢ s vyhodou pouZit pro inaktivaci patogennich priond
na organickych nebo anorganickych substratech a pro ochranu téchto substrati pred

napadcnim patogennimi priony.

Dile je vyhodné, Ze fotosenzitizator obsahujici sulfo skupiny ¢i karboxy skupiny se aplikuje
ve formé sodné, draselné, litné nebo amonné soli. Tyto soli jsou rozpustné ve vodé a zajisti

dostate¢nou substantivitu k patogennim prioniim,

Je také vyhodné. Ze fotosenzitizator obsahujici sulfamidické skupiny se aplikuje ve forme soli
kyseliny chlorovodikové, octové, ascorbové, mlééné. citronové nebo ve formé smési téchto

soli.

Pfedmétem vyndlezu je také fotosenzilizdtor pro inaktivaci patogennich prionit tvofeny
alespon jednou latkou ze skupiny derivatl fenothiazinu, portyrind, chlorintl, aminolevulové

kyseliny. fenazinQ, cyaning, ftalocyanin(, naftalocyanini.
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Ve vyhodném provedeni je fotosenzitizator tvofeny latkou ze skupiny ftalocyanint, pficem?.
zékladni strukturu molekuly tvofi sulfo skupiny nebo sulfamidické skupiny na

ftalocyaninovém (porfyrinovém) skeletu.

Dale je vyhodné, kdy7 fotosenzitizator obsahuje sulfo skupiny nebo karboxy skupiny a je ve

formé sodné, draselné litné nebo amonné soli.

Také je vyhodné, kdyz fotosenzitizator obsahuje sulfamidické skupiny a je ve formé soli
kyseliny chlorovodikové, octové, ascorbové, mlééné, citronové, nebo ve formé smési téchto

soli.

Dal3im pfedmétem vynalezu je pouziti fotosenzitizatoru tvoreného alesponi jednou latkou ze
skupiny derivati fenothiazinu, porfyrini, chlorind, aminolevulové kyseliny, fenazind,
cyanini, ftalocyanini, naftalocyanind pro inaktivaci patogennich prionti vnebo na
organickych nebo anorganickych substratech a pro ochranu téchto substrati pfed napadenim

patogennimi priony.

Vyhodné Ize pouzit fotosenzitizator tvofeny latkou ze skupiny ftalocyanind, jeho? zakladni
strukturu molekuly tvofi sulfo skupiny nebo karboxy skupiny nebo sulfamidické skupiny na
fialocyaninovém (porfyrinovém) skeletu, pro inaktivaci patogennich prionii v/na organickych
nebo anorganickych substratech a pro ochranu téchto substrati pted napadenim patogennimi

priony.

Také je vyhodné pouziti fotosenzitizatoru obsahujiciho sulfo skupiny nebo karboxy skupiny a
aplikovaného ve formé sodné, draselné, litné nebo amonné soli pro inaktivaci patogennich
priond v nebo na organickych nebo anorganickych substratech a pro ochranu téchto substrati

pied napadenim patogennimi priony.

Nakonec je vyhodné pouZiti  fotosenzitizatoru obsahujiciho sulfamidické skupiny a
aplikovan¢ho ve formé soli kyseliny chlorovodikové. octové, ascorbové, mlédné, citronoveé,

nebo ve formé smési téchto soli pro inaktivaci patogennich priond v/na organickych nebo




L
[ A R RN T

anorganickych substritech a pro ochranu téchto substrati pfed napadenim patogennimi

priony.

Vyhodou feSeni podle vynalezu je, Ze tento zpilsob s pouZitim fotosenzitizatori podle
vynalezu lze pouzit pro likvidaci patogennich prioni pfi b&Zné laboratorni teploté,
v neutralnim prostfedi a nevyzaduje slozita technicka zafizeni pracujici s vysoce alkalickym
prostiedim za soucasného pouziti vysoké teploty a tlaku. To je dileZité zejména vzhledem ke
skute¢nosti, Zze vSechny dosud ve svété znameé prionové choroby jsou smrtelné a v soudasné

dobheé nelécéitelné,

Priklady provedeni vynalezu

Rozumi se, 7#¢ dale popsané a zobrazené konkrétni piiklady uskuteénéni vyndlezu jsou
piedstavovany pro ilustraci, nikoli jako omezeni piikladd provedeni vynalezu na uvedené
ptipady. Odbornici znali stavu techniky najdou nebo budou schopni zjistit za pouziti rutinniho
experimentovani ve&tsi ¢i menst pocet ekvivalentl ke specifickym uskuteénénim vynélezu,
ktcra jsou zde specialné popsana. I tyto ekvivalenty budou zahrnuty v rozsahu nasledujicich

patentovych naroku.

Vynalez blize objasiuji nasledujici pfiklady inaktivace patogenich priont fotodynamickym
zplusobem,  spocivajicim v synergickém  pisobeni  vybranych  ftalocyaninovych
fotosenzitizatorl a svétla, vaerobnim prostfedi, na materidl prokazatelné infikovany

patogennimi priony.

Ptikiad 1

K ovéfeni fotodynamické inaktivace patogennich priont byl jako zdroj prioni pouzit
homogenat morzku mysi v koneéném stddiu prionové infekee po inokulaci laboratornim
kmenem patogennich priontl . scrapie” RML. Mozek mysi obsahuje v tomto pripadé 10°-10°
infckénich davek v 1 g tkané. Homogenaty mozku v 1% a 0.1% koncentraci v isotonickém
fosfatovém pufru o pH 74 byly upraveny piidavky vodného roztoku ftalocyaninového
fotosenzitizatoru, sodné soli  disulfonovaného hydroxyhlinitého ftalocyaninu  (HO)AL

I'TC(SO3Na); tak, aby vysledné koncentrace této latky v uvedenych homogenatech byly




5 pg /mla 20 pg /ml. Fotosenzitizatorem upravené homogenaty byly nasledné inkubovany
pii pokojové teploté po dobu 10, 30 a 60 minut. Inkubace probihaly v definovanych
podminkdch, v laminarnim boxu, za osvitu zaji§fovaném standardni zafivkou (1200 Lx) ze
vzddlenosti (60 cm). Po skon&ené inkubaci byly homogenaty vzdy pfidany ke kultufe bungk
katecholaminoergni neuronalni linie (CAD 5), kterd se rutinné vyuZiva pro testovani
infektivity priont. Buriky byly kultivovany po dobu 10 dnl a pEitomnost priond stanovena
metodou bunééného blotu ( Bosque JP, Prusiner SB: Cultured cell sublines highly susceptible
to prion infection. J. Virol. 2000, 74, 4377-4386)

Experiment byl provadén pro kazdou koncentraci homogenatu (1% a 0,1 %) a kazdou
koncentraci fotosenzitizatoru (Spg /ml a 20 pg /ml) vzdy v duplikatech a tfikrat opakovan.
Timto zpusobem bylo tedy pro kazdou sledovanou variantu provedeno Sest identickych
experimentit. Ve viech téchto piipadech vedla inkubace mozkového homogenatu s 20 pg /ml
(HO)AI FTC(S0sNa), jiz po 30 minutach osvitu ke kompletnimu vymizeni infekce bundk
patogennimi priony. Vyrazné sniZeni infekce bylo pozorovano také pfi pouzZiti nizsi

koncentrace fotosenzitizatoru (5 ug /ml), aviak v tomto piipadé nebyla eliminace kompletni.

Ptiklad 2

Stejny jako piiklad 1, s tim rozdilem, Ze obdobného positivniho vysledku bylo dosazeno, kdyz
misto sodn¢ soli disulfonovaného ftalocyaninu hydroxyhlinitého byla jako fotosenzitizator
pouzita smés sodnych soli mono, di tri a tetra sulfonovanych hydroxyhlinitych ftalocyanini
(HO)AL FTC(SO;Na) 4.

Priklad 3

Stejny jako ptiklad 1, s tim rozdilem. Zze obdobného, positivniho vysledku bylo dosazeno.
kdyZ misto sodné soli disulfonovaného ftalocyaninu  hydroxyhlinitého byly jako
fotosenzitizator pouzity smési sodnych, draselnych ¢i litnych ¢ amonnych soli mono, di tri a

tetra sulfonovanych hydroxyhlinitych ftalocyanina (HO)Al FTC(SO;Na);_s.
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Piiklad 4

Stejny jako piiklad 1, stim rozdilem, ze obdobného, positivniho vysledku bylo dosaZeno,
kdyz misto sodné soli disulfonovaného ftalocyaninu hydroxyhlinitého byla jako
fotosenzitizator  pouzita sodna sl disulfonovaného zine¢natého ftalocyaninu

ZnFTC(SO;Na),

Priklad 5

Stejny jako pfiklad 1, stim rozdilem, ze obdobného, positivniho vysledku bylo dosazeno,
kdyZz misto sodné soli disulfonovaného ftalocyaninu hydroxyhlinitého byla pouZita jako
fotosenzitizator smés sodnych soli mono, di tri a tetra sulfonovanych zineénatych

ftalocyanind ZnFTC(SO;Na)) 4,

Ptiklad 6

Stejny jako pfiklad 1, stim rozdilem, Zze obdobného, positivniho vysledku bylo dosaZeno,
kdyZz misto sodné soli disulfonovaného flalocyaninu hydroxyhlinitého byly jako
{otosenzitizator pouzity smési sodnych, draselnych ¢&i litnyeh & amonnych soli mono, di tri a

tetra sulfonovanych zine¢natych fialocyaninii Zn FTC(SO:Na) .

Piiklad 7

Stejny jako piiklad 1, s tim rozdilem, ze obdobnych, positivnich vysledka bylo dosazeno,
kdyZ misto sodné soli disulfonovaného ftalocyaninu hydroxyhlinitého byl jako
fotosenzitizator pouzit zineénaty sulfamdicky flalocyanin ZnFTC(8O;H)y.(8O; NHCH; CH;
CH>NH(C3Hs):)1.3 ve formé vodorozpustné soli, hydrochloridu, sulfatu, acetatu, ascorbatu,

citratu &i laktatu.
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Priimvslova vyuzitelnost

Reseni podle vynalezu lze pouzit pro fotodynamickou inaktivaci patogennich prion pro
lécebné ucely, ale i pi dezinfekci ve zdravotnickych a jinych zafizenich, kde hrozi

kontaminace patogennimi priony.




PATENTOVE NAROKY

Zpusob inaktivace patogennich priont v nebo na organickych nebo anorganickych
substratech a pro ochranu téchto substrati pfed napadenim patogennimi priony,
vyznadujici se tim, Z¢ =zahrnuje oSetfeni substratu alesponi jednim
fotosenzitizatorem za soucasného ptisobeni svétla a diatomického kysliku, pricemz
fotosenzitizatorem je funkcionalni barvivo se schopnosti produkovat reaktivni formy

kysliku, zejména singletni kyslik, interakei se svétlem a diatomickym kyslikem.

Zplsob inaktivace patogennich priond podle naroku 1, vyznadujiei se tim, ze
fotosenzitizator tvoii alespon jedna latka ze skupiny derivati fenothiazinu, porfyrinu,

chlorind, aminolevulové kyseliny, fenazind, cyanin(, ftalocyaninui, naftalocyanint.

Zpisob inaktivace patogennich prionli podle naroku 2, vyznacujici se tim, Ze
fotosenzitizator je tvofen latkou ze skupiny ftalocyanind, pficemz zakladni strukturu
fotosenzitizatorn tvofi sulfo skupiny nebo karboxy skupiny, nebo sulfamidické

skupiny na ftalocyaninovém (porfyrinovém) skeletu.

Zpusob inaktivace patogennich priond podle naroku 3, vyznadujici se tim, Ze
fotosenzitizator obsahujici sulfo skupiny nebo karboxy skupiny se aplikuje ve forme

sodné, draselné, litné nebo amonné soli.

Zplsob inaktivace patogennich priont podle naroku 3, vyznadujici se tim, ze
fotosenzitizator obsahujici sultamidické skupiny se aplikuje ve formé soli kyscliny
chlorovodikové, octové. ascorbové, mlééné, citronové, nebo ve formé smési téchto

soli.

Fotosenzitizator pro inaktivaci patogennich priond v nebo na organickych nebo
anorganickych substratech zpisobem podle naroku 1 tvofeny alespon jednou latkou ze
skupiny derivatt fenothiazinu, porfyrind, chlorini. aminolevulové kyseliny, fenazind,

cyanind, ftalocyanin, naftalocyaninii.
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Fotosenzitizator podle naroku 6 tvofeny latkou ze skupiny ftalocyanini, pfiCemz
zakladni strukturu molekuly tvofi sulfo skupiny nebo karboxy skupiny nebo

sulfamidick¢ skupiny na ftalocyaninovém (porfyrinovém) skeletu.

Fotosenzitizator podle naroku 7, ktery obsahuje sulfo skupiny nebo karboxy skupiny a

je ve formé sodné, draselné, litné nebo amonné soli.

Fotosenzitizator podle naroku 7, ktery obsahuje sulfamidické skupiny a je ve formé
soli kyseliny chlorovodikové, octové, ascorbové, miééné, citronové, nebo ve formé

smdési t&chto soli.

Pouziti fotosenzitizatoru tvofeného alesponi jednou latkou ze skupiny derivath
fenothiazinu, porfyrinfi, chlorin, aminolevulové kyseliny, fenazind, cyaning,
ftalocyanin(, naftalocyanini pro inaktivaci patogennich prionli v nebo na organickych
nebo anorganickych substratech a pro ochranu téchto substratd pfed napadenim

patogennimi priony.

Pouziti fotosenzitizatoru tvofeného latkou ze skupiny ftalocyanin(, jehoz zakladni
strukturu molekuly tvofi sulfo skupiny nebe karboxy skupiny nebo sulfamidické
skupiny na ftalocyaninovém (porfyrinovém) skeletu, pro inaktivaci patogennich
priont v/na organickych nebo anorganickych substritech a pro ochranu téchto

substratii pred napadenim patogennimi priony.

Pouziti fotosenzitizatoru obsahujictho sulfo skupiny nebo karboxy skupiny,
aplikovaného ve form¢ sodné, draselné, litné nebo amonné soli pro inaktivaci
patogennich prioni v nebo na organickych nebo anorganickych substrdtech a pro

ochranu téchto substrati pfed napadenim patogennimi priony.
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13. Pouziti fotosenzitizatoru obsahyjiciho sulfamidické skupiny a aplikovaného ve forme
soli kyseliny chlorovodikové, octové, ascorbové, mléené, citronové, nebo ve forme
smési téchto soli pro inaktivaci patogennich priond v/na organickych nebo
anorganickych substratech a pro ochranu téchto substratd pfed napadenim

patogennimi priony.
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